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はじめに

昨今，がんの治療成績は，既存の外科治療，化学療法お
よび放射線治療の進歩により，飛躍的に向上した．しかし
ながら，悪性度の高い組織型，進行癌や転移癌などの予後
は未だ低く，新たながん治療法の開発，確立が必要である．
がん免疫療法は，その選択肢の一つとしてたいへん有望で
あり，現在まで多くの基礎研究や臨床研究がなされている．
このなかで，宿主の抗腫瘍免疫反応を強力に賦活化させる
方法が多く開発されてきたが，これらの方法のみでは満足

な治療成績は得られないことがわかり 1-5），より有効ながん
の免疫療法の開発には，がんに対する免疫寛容状態の解除
がもう一つの重要な要素であることが認識されている 6）．

HVJ-Eは，紫外線照射によりゲノム RNAを破壊し複製
能力を失わせた不活化センダイウイルス粒子であり，今日
まで安全かつ高効率な遺伝子治療用ベクターとして開発さ
れてきた 7,8）．最近では DNAのみならず，RNA，蛋白，薬
物などを封入し，in vitroでも in vivoにおいても効率的に
目的の細胞内に導入できることがわかり，新しいドラック
デリバリーシステムとして体系的に研究されている 9,10）．
HVJ-Eのがん治療への応用としては，がんワクチンの試み
や 11,12），薬剤耐性遺伝子の siRNAやアドリアマイシンな
どの抗癌剤を封入し，これらを癌細胞に効率よく運び込み
優れた治療効果を示すことが報告されている 13）．
最近我々は，この HVJ-E自体が，がん免疫療法剤として
強い効力をもつことを発見した 14）．ウイルスベクターを利
用したがんの免疫治療の試みは，ポックスウイルス，アル
ファウイルス，ワクチニアウイルス，アデノウイルスなど
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紫外線により不活化され，複製能力をなくしたセンダイウイルス粒子[hemagglutinating virus of
Japan envelope (HVJ-E)]は安全な遺伝子治療用ベクターとして開発されてきた．最近，我々の研究で
この HVJ-Eそのものが強い抗腫瘍効果をもつことが明らかとなった．HVJ-Eをマウスの腫瘍内に注射
すると，60%から 80%の腫瘍が完全に消失し，残りの腫瘍も著しく増殖を抑制された．重度免疫不全
(Scid)マウスに同腫瘍を移植した実験では，この効果はほぼなくなったため，宿主の抗腫瘍免疫の賦活
化が主な機序であると推測された．In vitroでは，HVJ-Eは生きた HVJ(live HVJ)と同程度にマウスや
ヒトの樹状細胞を成熟化させた．また HVJ-E刺激により樹状細胞から分泌されるサイトカインの多く
は，live HVJによる刺激に較べ有意に減弱したが，IL-6だけは同程度の分泌量を保持し，特徴的であっ
た．定量的 RT-PCRや免疫組織染色の結果より，HVJ-Eの腫瘍内投与により樹状細胞，CD4+T細胞，
CD8+T細胞の著明な腫瘍内浸潤を認め，さらに腫瘍特異的細胞傷害性 T細胞(CTL)の誘導が確認され
た．また HVJ-Eは Foxp3+CD4+CD25+制御性 T細胞(Treg)を抑制する作用を有することがわかり，樹
状細胞から分泌される IL-6がこの作用の中心であることもわかった．HVJ-Eによる樹状細胞からの
IL-6分泌や Tregの抑制はマウス生体内でも確認され，IL-6シグナルの阻害により HVJ-Eの抗腫瘍効
果も有意に減弱した．以上より HVJ-Eは獲得免疫系のエフェクター細胞を賦活化すると同時に Treg
による免疫寛容状態の成立を阻止する強力な免疫療法剤であることがわかった．また，対象とするが
んの種類によっては，HVJ-Eによるがん細胞直接傷害作用や NK細胞活性化による抗腫瘍効果も期待
できることがわかってきており，今後，新しいがん免疫療法剤として大いに期待できると考えられる．
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を用いた研究がなされているが，これらはウイルスベクタ
ーに B7.1などの副刺激因子や IL-2, GM-CSFなどのサイト
カイン遺伝子を発現させて免疫刺激性を高める工夫をしたり
15-19），あるいは，腫瘍内でのみ選択的に複製する能力をも
つ腫瘍溶解性のウイルスベクターを構築し，これに化学療
法などの既存の治療法と組み合わせたりするものである 20）．
HVJ-Eのような複製能力を完全に失い，まったく外来遺伝
子が組み込まれていないウイルス粒子そのものの抗がん効
果について詳細に検討された研究は見当たらない．今回の
我々の研究で，HVJ-Eが他の併用療法の助けを借りること
もなく，単独で強力に腫瘍特異的な免疫反応を賦活し腫瘍
を消失させる能力を持つことがわかった．しかも，その作
用機序はユニークで，ただ単に獲得免疫系のエフェクター
細胞を賦活させるだけでなく，制御性 T細胞（Treg）によ
る免疫抑制状態を解除させることにより抗腫瘍免疫反応を
より強力に誘導させるという興味深い結果を得た．本稿で
は，この HVJ-Eによる抗腫瘍効果とその機序について紹介

し，今後のがん免疫療法剤としての展望を考察する．

1．HVJ-Eをマウス大腸癌に注射すると，

獲得免疫系が活性化され，腫瘍が消失する．

マウス大腸癌細胞（CT26）を同系の Balb/cマウスに皮
内移植し，腫瘍形成が確認された後，粒子数 1.5x1010の
HVJ-Eを 4日おきに 3回，腫瘍塊中に注射すると 60%から
80%の腫瘍が完全に消失し，残りの腫瘍も著しく増殖を抑
制された．しかしこの効果は同粒子数の複製能力を欠損し
たアデノウイルスには認められなかった（図 1）．この HVJ-
Eによる抗腫瘍効果は，重度複合免疫不全（Scid））マウス
に同腫瘍を移植して行うとほとんど認められなくなり 14），
獲得免疫系の活性化により腫瘍が消失したものと推測され
た．すなわち，少なくともこの実験系では，HVJ-Eによる
直接的な細胞傷害性や，NK細胞やマクロファージなどの
自然免疫系による抗腫瘍効果が主力ではないことがわかっ
た．さらに，HVJ-Eの腫瘍内注射により対側に皮内移植し
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図 1 HVJ-E の腫瘍内投与による腫瘍の退縮と消失

CT26 細胞を同系の Balb/c マウスの背中皮内に注射し，HVJ-Eまたは複製不能アデノウイルス(粒子数 1.5x1010 ) を 4日おきに 3

回，腫瘍内注射した (day 4, 8 and 12)．HVJ-E を注射された腫瘍は完全に消失または著しく増殖を阻害され，アデノウイルス

や生理食塩水を注射した群ではその効果は認められなかった．*p < 0.001. ■ =HVJ-E, ▲ =アデノウイルス, ● =生理食塩水.  右

側は腫瘍移植後 3週間目の HVJ-E 治療群と生理食塩水治療群の写真．HVJ-E治療群では 5匹中 3匹のマウスの腫瘍が完全消

失している．
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た同種の癌細胞の腫瘍形成性も 80%から 20%と有意に低
下したことも，免疫系を介した作用であることを裏付ける
ものであった 14）．

2．HVJ-Eは生きた HVJ（live HVJ）の樹状細胞を

成熟化させる能力と IL-6を分泌させる能力を保持する．

宿主がウイルスなどの病原体を認識し，自然免疫や獲得
免疫などの免疫反応を立ち上げる際に，樹状細胞を代表と
する抗原提示細胞による病原体の認識が極めて重要な最初
のステップとなる 21,22）．そこで，我々は樹状細胞の活性化
の指標である成熟化を示す細胞表面マーカーとサイトカイ

ン分泌が HVJ-Eの刺激によりどのような変化をするかにつ
いて，複製能力を持つ live HVJと比較しながら検討した．
HVJ-Eあるいは live HVJをマウス骨髄由来の樹状細胞の
培養液に添加すると樹状細胞の CD40や CD80などの成熟
化のマーカーの発現は，HVJ-Eと live HVJの用量依存的
にほぼ同等に上昇した（図 2a）．これは，HVJ-Eは live HVJ
の樹状細胞成熟化能力を保持していることを意味する．一
方，HVJ-E刺激による樹状細胞からのサイトカイン分泌を
検討すると，成熟化マーカーの動態とは異なり I型インタ
ーフェロンや代表的な炎症性サイトカインのすべてにおい
て live HVJによる刺激に較べ有意に減少した．これは，

図 2 HVJ-E による樹状細胞の活性化様式

(a) HVJ-Eまたは live HVJによる樹状細胞の成熟化．マウス骨髄由来の樹状細胞では，HVJ-Eの刺激により live HVJと同程度に

CD40, CD80, CD83, CD86などの成熟化マーカーの発現が上昇し，HVJ-Eは live HVJの樹状細胞成熟化能力を保持していること

が確認された．(b,c) HVJ-Eまたは live HVJの刺激による樹状細胞からの代表的サイトカインの分泌．I型インターフェロン

(IFN-α, IFN-β) (b) や 炎症性サイトカイン(IL-6, TNF-α, IL-12) (c) の分泌は全体的に live HVJに較べ HVJ-E刺激で低いが，

このなかで IL-6分泌の減少程度は最小限であり，live HVJと同程度に分泌させる能力を保持していると考えられた．
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成熟化とサイトカイン分泌の誘導経路の違いを示すもので
あるが，その中で，IL-6に関しては，その減少程度が最も
小さく，live HVJと同程度の分泌量を維持していた（図
2b,c）．以上から，HVJ-Eは，紫外線による不活化を受けて
も，樹状細胞を成熟化させることと IL-6を分泌させる能力
を保持していると考えられた．

3．HVJ-Eは樹状細胞や T細胞の腫瘍部位への遊走を

促進し，腫瘍特異的細胞傷害性 T細胞を誘導する．

次に，生体内では，HVJ-Eの投与によりどのように獲得
免疫系が賦活されるかについて検討した．まず，樹状細胞
のマーカーである CD11c，エフェクター T細胞のマーカー
の CD4，CD8について，HVJ-Eの注射後，腫瘍内での発現
をリアルタイム RT-PCR法により mRNAレベルを経時的
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図 3b 図 3c

図 3 HVJ-Eの腫瘍内注射は樹状細胞やエフェクター T細胞の腫瘍内浸潤を促進し，腫瘍特異的 CTLを誘導する．(a) Real-Time

PCR法により定量された HVJ-E注射 24,48,120時間後の腫瘍内 mRNA発現量．CD11c, CD4, CD8はすべての時間において

HVJ-E治療群で有意に高かった．また，CD11cと CD4では 48時間後にピークを迎えるが，CD8は 120時間後もなお上昇を認

めた．■ =HVJ-E, □ =生理食塩水 (b) 腫瘍の免疫組織染色．HVJ-E 治療群と生理食塩水による対照群の CD11b, CD11c,

CD4,CD8陽性細胞の腫瘍内浸潤は HVJ-E群で有意に高かった．(c) 51Cr 遊離試験による CT26を標的細胞とした CTL アッセ

イの結果にて，CT26 特異的な細胞傷害性が HVJ-E 治療群で確認された．■ =HVJ-E, ● =生理食塩水, ▲ =ナイーブマウス. 
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に定量し，これらの免疫細胞の腫瘍内浸潤程度を評価した．
その結果，対照群である生理食塩水投与群に較べ HVJ-E投
与群で，すべてのマーカーについて有意な発現の上昇を認
めた．経時的な変化では，CD11cと CD4では，HVJ-E投
与後 48時間でピークを示したが，CD8は 120時間を経て
も増加傾向を示した（図 3a）．さらに，腫瘍組織の CD11b,
CD11c, CD4,CD8の免疫染色も行い，HVJ-Eの注射による
これらの免疫細胞の腫瘍内浸潤の促進が確認された（図
3b）．次に，この HVJ-E治療により CT26腫瘍特異的な細
胞傷害性 T細胞（CTL）が誘導されたかについて検討した．
最後の HVJ-E注射の 10日後に脾細胞を回収し，標的細胞
と共培養の後，標準的なクロム遊離試験により CTLの誘導
を評価した．その結果，HVJ-E治療群でのみ，CT26細胞
特異的な CTLが誘導されることが確認された（図 3c）．さ
らに免疫学的に再構築した Scidマウスを用いた実験にて，
Scidマウスに CD4+細胞，CD8+細胞の両方を移植した場
合のみインターフェロンγを分泌する CD8+細胞数の有意
な増加を認め，この腫瘍特異的な CTLのエフェクター細胞
は CD8+細胞であり，その反応は CD4+細胞依存的である
ことも確認された 14）．

4．HVJ-Eは制御性 T細胞のエフェクター T細胞に

対する抑制効果を解除する．

一方，抗原提示細胞の成熟化だけが，エフェクター T細
胞の活性化に重要な機序ではなく，Foxp3+CD4+CD25+制
御性 T細胞（Treg）が，これを負に制御し免疫寛容状態に誘

導することがわかってきた 23-26）．そして最近，樹状細胞か
らの IL-6分泌がこの Tregによるエフェクター T細胞の抑
制を解除させるのに重要であることが報告された 27,28）．上
述のように HVJ-Eは live HVJの樹状細胞から IL-6分泌を
促す能力を保持していることがわかったので，HVJ-Eが
Tregによる免疫反応の抑制を解除することができるか否か
について検討した．まず，In vitroにて，樹状細胞と抗 CD3
抗体の存在下で Tregと CD4+CD25－のエフェクター T細
胞を種々の割合で混合培養すると，エフェクター T細胞に
対する Tregの比率が上がるに従って徐々に，エフェクタ
ー T細胞の細胞分裂が阻害された．そして，この Tregに
よる阻害作用は，リコンビナント IL-6を培養液中に加える
ことにより解除された．さらに IL-6中和抗体を加えること
により，この IL-6の作用は消失した（図 4a）27）．次に我々
は，HVJ-E によって刺激された樹状細胞の培養液（H-
DCCM））に Tregを抑制する作用があるか否かを確認する
ため，同様の実験をリコンビナント IL-6 の代わりに H-
DCCMを加えることによりおこなった．その結果，やは
り，H-DCCMにより，Tregによる T細胞分裂抑制作用が
解除され，しかも IL-6中和抗体を加えることにより，この
H-DCCMの効果が消失した（図 4b）．以上の結果より H-
DCCM中の可溶性物質が Tregの作用を抑制する能力もち，
IL-6がその作用の中心であることがわかった．次に，In
vivoにおいて HVJ-E治療マウスの腫瘍中あるは所属リンパ
節中の樹状細胞から有意に IL-6の分泌が亢進していること
を確認し（図 5a），さらに，所属リンパ節より採取した Tregと
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図 4 HVJ-E による制御性 T 細胞（Treg）の抑制効果

(a) CD4+CD25－エフェクター T 細胞の増殖は Foxp3+CD4+CD25+ Tregにより抑制されるが(白色)，リコンビナント IL-6 の添

加によりこの Tregの抑制効果が解除される(黒色 = IL-6 添加)．そして抗体により IL-6を中和すると，この Treg機能が回復

する(灰色 = IL-6 + IL-6中和抗体添加)．(b) HVJ-E により刺激された樹状細胞の培養液(H-DCCM)は，同様の Treg 抑制効果を有

し，この効果は IL-6中和抗体の添加により著しく減弱することから，H-DCCM中の IL-6が作用の中心であると考えられた．

白色 = H-DCCM添加なし，黒色 = H-DCCM添加あり, 灰色 = H-DCCM+IL-6中和抗体添加．Treg数は 1x105個のエフェク

ター細胞と共培養した数を示す．

図 4a 図 4b
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エフェクター T細胞を上述の如く混合培養し，Tregのエ
フェクターに対する抑制効果を検証すると，HVJ-E治療群
において有意に Treg作用の減弱が認められた（図 5b）．ま
た，生体内における IL-6の中和が HVJ-Eの抗腫瘍効果を
減弱させるか否かについて検討するため，IL-6受容体抗体

を HVJ-Eと同時に腫瘍内に注射し腫瘍の増殖曲線を比較し
た．その結果，IL-6受容体抗体による生体内での IL-6シグナ
ルの阻害により，有意に HVJ-Eの抗腫瘍効果が減弱した 14）．
以上の結果より，HVJ-Eは Tregによる抑制作用からエフ
ェクター T細胞を救済する能力をもつことが確認され，そ
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図 5 HVJ-E投与により，生体内でも樹状細胞からの IL-6分泌が促進され，Tregが抑制される．(a) HVJ-Eの腫瘍内投与により，

腫瘍内や所属リンパ節での IL-6 を分泌する樹状細胞の比率 (%)が有意に上昇する． (b) HVJ-Eの腫瘍内注射後，Foxp3+

CD4+CD25+ Treg と CD4+CD25－エフェクター T 細胞を腫瘍所属リンパ節から分離して，in vitroと同様の試験を行った．その

結果，in vivo においても HVJ-E治療により Tregによる免疫抑制効果は有意に減弱することが確認された．黒色 = HVJ-E治

療群，灰色 = 生理食塩水注射群，白色 = ナイーブマウス

Treg数は対エフェクター細胞 1x105個

図 6 HVJ-E の獲得免疫系への作用機序

腫瘍内投与された HVJ-Eは樹状細胞に働きかけ，その成熟化と IL-6の分泌を特徴的に誘導し，CD4陽性や CD8陽性などのエ

フェクター T細胞を活性化させると同時に Tregは抑制し，効率的に腫瘍特異的獲得免疫系を賦活化させる．
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の機序として HVJ-Eが腫瘍中や所属リンパ節中の樹状細胞
より誘導した IL-6が大きな役割を担っていることがわかっ
た．

考　察

HVJ-Eは紫外線照射によりゲノム RNAを破壊し，複製
能力を失わせたセンダイウイルス粒子であり，安全で効率
的な遺伝子治療用ベクターとして開発されてきたが 7-13），
今回，我々はこの HVJ-Eのみを腫瘍に直接注射すると強力
な腫瘍特異的獲得免疫が立ち上がり腫瘍を完全に消失させ
ることを，HVJ-Eの新たな能力として発見した 14）．限られ
た条件下のみでの比較であるが，同量の複製能力欠損アデ
ノウイルスではこの抗腫瘍効果が認められなかったことよ
り，センダイウイルス粒子に特徴的な性質である可能性が
示唆される．そこで HVJ-Eの免疫学的な特徴を考察する
と，たとえ紫外線によって不活化されても樹状細胞に対し
て生きたセンダイウイルスと同等の成熟化能力を有するこ
とと，さらに，サイトカイン分泌に関しては，他の代表的
なサイトカインとは異なり，樹状細胞から IL-6を分泌させ
る能力を十分保持していることが挙げられる．前者の樹状
細胞の成熟化能力の保持は，その後に続く腫瘍特異的な
CTLの誘導に非常に重要な能力である．しかし，最近この
ようなエフェクター細胞を誘導するのみでは，がんの免疫
療法は有効に働かないことがわかってきている．HVJ-Eは
さらに樹状細胞から IL-6を分泌させることにより，制御性
T細胞の働きを抑制し，がんに対する免疫寛容の成立を阻

止すると考えられる．すなわち，抗腫瘍免疫の正方向の反
応を促進し，負の方向を阻害することにより強力な効果を
発揮する免疫療法剤であり，まさに理想的といえる（図 6）．
今後は，このような HVJ-Eの免疫学的な特徴をさらに詳
しく分子レベルで解明することにも興味がもたれる．HVJ-
Eはセンダイウイルスの粒子構造を完全に保持しており，
F-, HN-,M蛋白などを含む粒子構造をとる 8）．これらのど
の部位が HVJ-Eの免疫刺激性に重要であるのか，またHVJ-
Eの細胞融合能力と腫瘍特異的免疫反応の誘導がどのよう
に関連するのかなどを解明していく必要がある．さらに，
HVJ-Eの抗腫瘍効果の機序を考える際に，HVJ-Eによる直
接的な癌細胞傷害効果や NK細胞など自然免疫系の活性化
作用についても考えなければならない．今回の治療モデル
に用いたマウス大腸癌（CT26）は HVJ-Eの直接作用に対し
て抵抗性であり 13），NK細胞にも低感受性であったが，が
んの種類によっては，HVJ-Eによる直接効果にて高率に細
胞死が誘導され，さらに HVJ-Eによる NK細胞活性化で，
NK感受性のがんに対して抗腫瘍効果を発揮することなど
が，最近の我々のグループの研究でわかってきた．
以上のように，HVJ-Eは，がんに対する免疫寛容状態の
成立を阻止しながら腫瘍特異的な獲得免疫系を立ち上げる
ことに加え，直接的ながん細胞傷害作用や NK細胞活性化
作用など多くの能力を駆使して，より幅広いがんの種類に
対して有効に作用する可能性を秘めている（図 7）．現在，
我々のベンチャー企業にて臨床グレードの HVJ-Eの製造が
可能であり 29），早期の臨床応用を期待されている．

図 7 HVJ-E の多岐にわたる抗腫瘍効果の可能性

上述の獲得免疫系への働きに加え，HVJ-Eのがん細胞に対する直接的細胞傷害効果や NK細胞活性化などによる抗腫瘍効果も，

がんの種類によっては有効に働く可能性があり，今後これらの作用機序に基づいた幅広い抗腫瘍効果が期待できる．
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Ultraviolet-inactivated, replication-defective Sendai virus particles (Hemagglutinating virus of
Japan envelope, HVJ-E) injected into murine colon carcinoma (CT26) tumors growing in syngeneic
Balb/c mice eradicated 60-80% of the tumors and obviously inhibited the growth of the remainder.
Induced adaptive anti-tumor immune responses were dominant in the tumor eradication process
because the effect was abrogated in severe combined immunodeficient (SCID) mice. Murine and
human dendritic cells (DCs) underwent dose-dependent maturation by HVJ-E in vitro. Profiles of
cytokines secreted by DCs after HVJ-E stimulation showed that the amount of IL-6 released was com-
parable to that elicited by live HVJ. Real-time RT-PCR and immunohistochemistory revealed that
HVJ-E induced a remarkable infiltration of DCs, CD4+ and CD8+ T cells into tumors and CT26 specific
cytotoxic T lymphocytes (CTL) were induced. On the other hand, conditioned medium from DCs stim-
ulated by HVJ-E (H-DCCM) rescued CD4+CD25- effector T cell proliferation from Foxp3+CD4+CD25+

regulatory T cell (Treg) mediated suppression and IL-6 was presumably dominant for this phenome-
non. We also confirmed such rescue in mice treated with HVJ-E in vivo. Moreover, anti-tumor effect of
HVJ-E was significantly reduced by an in vivo blockade of IL-6 signaling. Depending on cancer cell
types, it is also expected that HVJ-E eradicates tumor by its direct cytotoxity against cancer cells or
activating NK cells. Because it can enhance anti-tumor immunity and simultaneously remove Treg
mediated suppression, HVJ-E shows promise as a novel therapeutic for cancer immunotherapy. 
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